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OZET

RADYOISARETLI TEMOZOLOMIDE TASIYICI
KATI LiPiD NANOPARCACIK FORMULASYONU VE
RADYOFARMASOTIK POTANSIYELININ

INCELENMESI

ARI, Kadir

Yiiksek Lisans Tezi, Niikleer Bilimler Anabilim Dal1
Tez Danigmani: Dog. Dr. Serap TEKSOZ

Mayis 2015, 48 sayfa

Giiniimiizde, ®™Tc ile radyoisaretli bilesikler hedef organ goriintiilenmesi
icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu caligmada, bir antikanser ajan olan
temozolomide (TMZ) kati lipid nanopargaciklara (SLN) yiiklenerek

[**™Tc(CO)s]* koru ile radyoisaretlenmesi saglanmistir.

Dinamik Isik Sacilimi (DLS), Zeta Potansiyeli 6l¢iimii (ZP), Taramali
Elektron Mikroskobu (SEM) yontemleri ile sentezlenen TMZ-SLN
nanoparcaciklarinin morfolojik ozellikleri, pargcacik boyutu ve zeta potansiyeli
belirlenmistir. DLS analizinden pargacik boyutunun 120+20 nm, zeta potansiyeli
degerinin -30,4 mV oldugu, SEM goériintiilerinden ise parcaciklarin 70-200 nm
arasinda degisen boyutlarda ve kiiresel morfolojide olduklar1 anlagilmaktadir. Kati

lipid nanopargaciklarin ilag yiikleme kapasitesinin % 49,25 oldugu saptanmustir.

Yapilan kalite kontrol sonucunda [*MTc(CO)s]* koru ile isaretli
temozolomide ([®*™Tc(CO)s]-TMZ) icin %99,3+0,35 radyoisaretleme verimi,
temozolomide yiiklii kat1 lipid nanoparcaciklarda ([*™Tc¢(CO)s]-TMZ-SLN) ise

% 90,04+0,3 radyoisaretleme verimi elde edilmistir.

Bu ¢alismada kati lipid nanopargaciklarin hiicre diizeyinde etkinlikleri U87
MG (insan glioblastoma-astrocytoma) ve Daoy (insan medulloblastoma) hiicre

hatlar1 tizerinde incelenmistir. TMZ-SLN’ lerin hiicreler ilizerinde sitotoksik etki
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gostermedigi ve TMZ’ nin U87 MG ve Daoy hiicre hatlar1 tizerinde 48. saatteki
ICs0 degerleri sirastyla 1241 pM ve 501 uM olarak hesaplanmistir. Hiicreler
iizerindeki baglanma etkinliginin zamanla degisimi incelendiginde en yliksek
baglanma veriminin [**"T¢(CO)s]-TMZ-SLN i¢in U87 MG hiicre hatt1 iizerinde
240. dakikada % 33,36+3,77 degerinde oldugu gézlemlenmistir.

Sonu¢ olarak, antikanser bir ilag yiikli radyoisaretli kat1 lipid
nanopargaciklar olusturularak, biyolojik davranislarinin in vitro olarak izlenmesi

saglanmustir.

Anahtar sozciikler: Temozolomide, kat1 lipid nanoparcacik, [*®"Tc(CO)s]*

koru, radyoisaretleme, in vitro



ABSTRACT

RADIOLABELING FORMULATION OF TEMOZOLOMIDE
LOADED SOLID LIPID NANOPARTICLES AND
INVESTIGATION OF RADIOPHARMACEUTICAL
POTENTIAL

ARI, Kadir

MSc, Department of Nuclear Sciences
Supervisor: Assoc. Doc. Dr. Serap TEKSOZ

May 2015, 48 pages

Recently, **™Tc labeled compounds are extensively used for imaging of
target organ. In this study, an anticancer agent temozolomide loaded solid lipid

nanoparticles synthesized and they radiolabeled with [*™Tc(CO)s]* core.

TMZ-SLNs morphological characteristics, particle size and zeta potential
were determined by Dynamic Light Scattering (DLS), Zeta Potential
Measurement (ZP) and Scanning Electron Microscopy (SEM) methods. The
particle size by DLS analysis is 12020 nm and the value of the zeta potential is -
30,4 mV and the particle size using SEM images is observed in varying sizes
between 80-200 nm in spherical morphology. The entrapment efficiency of the
solid lipid nanoparticles is determined as 49.25%.

After the quality control studies, the radiolabeling efficiency of
[**™Tc(CO)s]* core radiolabeled temozolomide ([®*™Tc(CO)3]-TMZ) was
99.3%-+0.35 and the radiolabeling efficiency of temozolomide loaded solid lipid
nanoparticles ([**"Tc(CO)s]-TMZ-SLN) was 90.04%=0.3.

In this study, activites of solid lipid nanoparticles on cells is investigated on
U87 MG (human glioblastoma-astrocytoma) and Daoy (human medulloblastoma)

cell lines. 1Csp values in 48 hours of TMZ is determined on U87 MG and Daoy



cell lines as 1241 um and 501 um respectively. The study of the changing of the
binding activity by time on cells, the greatest binding efficiency was determined
in 240 minutes for [®*MT¢(CO)3]-TMZ-SLN as 33,36 %+3.77.

In conclusion, observing biological behavior of solid lipid nanoparticles of
in vitro studies is obtained by forming radiolabeled an anticancer drug loaded
solid lipid nanoparticles.

Keywords: Temozolomide, Solid Lipid Nanoparticles, [*®"Tc(CO)s]* core,
radiolabeling, in vitro
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1.GIRIS

Son yillarda, kanser tam1 ve tedavisinde en umut verici gelisme
nanoteknoloji alaninda olmustur. Saglik alaninda 1970 yilindan bu yana kontrollii
ilag tagima sistemlerinin gelistirilmesi ile ilgili calismalar yapilmaktadir. Kat1 lipid
nanopargaciklar, manyetik nanopargaciklar ve altin nanopargaciklar gibi ilag
hedefleme sistemleri olusturulmustur. Bu sistemler ile nanopargaciklara yiiklenen
ilag, istenilen doku veya hiicre grubuna gonderilir. Boylelikle uygun dozdaki
ilacin istenilen bolgeye iletimi sirasinda saglikli hiicreler yan etkilerden korunmus

olmaktadir.

1990’ 11 yillarin baslarinda boyutlar1 1-1000 nm aras1 degisen farkli tipteki
kolloidal ilag tastyici sistemler olan kati lipid nanoparcaciklar(SLN) o6nem
kazanmaya baglamistir. Kat1 lipid nanopargaciklar, liposomlar ve polimerik
nanoparcaciklarin sahip oldugu dezavantajlardan kaginmak igin iiretilmis, etkili,
toksik olmayan ve degisken parcaciklardir. SLN’ ler, yag asitleri mono, di ve
trigliseridler gibi  fizyolojik lipidleri icerdikleri i¢in yiiksek seviyede
biyouyumluluk gosterirler. Dokulara etkin madde hedeflemesi ve kontrollii ilag
salinimi gibi avantajlar1 sebebiyle SLN’ ler istenilen bolgeye ila¢ tasiniminda
sikca kullanilmaktadir. Bu nedenle sitotoksik ila¢ tasinmasinda 6n plana
cikmaktadirlar ve bu ilaglarin varolan yan etkilerini en aza indirerek hedefe

yonelik ¢aligma igin uygundurlar (Mehnert et al., 2001; Andreozzi et al., 2011).

Sitotoksik ilaglar timorlii hiicreler iizerinde sitotoksik etki gosteren ya da
cogalmalarin1 engelleyen antikanser ajanlardir. Bu ilaclarlar bagisikligi baski
altina alirlar ve kanser tedavisinde sik¢a kullanilirlar. Tablet seklinde veya
enjeksiyon yoluyla uygulanabilirler. Sitotoksik ilaglar, kanser hiicreleri kadar
saglikli hiicreleride etkiledikleri i¢in kullanimi sirasinda zararli yan etkileri de
bulunmaktadir. Bu yan etkiler sonucu kemik iligi zarar gorebilir ve kansizlik

goriilebilir (Cooper et al.. 1986; Hanahan et al., 2000).

Kanser tedavisinde kullanilan sitotoksik ilaclar sahip olduklar1 toksik
etkiler nedeniyle kolloidal yapida ilag tasiyict sistemlerin iiretilmesinin itici giicii
olmustur. Bu nedenle, teshis ve tedavi icin siirekli olarak yeni yOntemler

gelistirilmektedir (Rohit and Pal, 2013).



Teknesyum-99m (**™Tc) uygun gama enerjisi ve kisa yariomrii sebebiyle
kanser teshisinde yaygin olarak kullanilan bir radyoniiklidtir. ®*Tc bu avantajlar:
sebebiyle diger molekiillere baglanarak tiimorlii hiicrelerin goriintiillenmesine de
olanak saglamaktadir(Dias et al., 2005). **™Tc(I)-trikarbonil koru, ®*™Tc(V)/Re(V)
kompleksleri ile karsilastirildiginda kinetik olarak yiliksek kararliliga sahip
olmalar1 ve biyolojik aktivitenin korunmasi nedenleriyle tercih edilmektedir

(Alberto et al., 1999).

Antikanser ila¢ tasimasinda On plana ¢ikan kati lipid nanoparcgaciklarin
farmokokinetiginin incelenmesi, teshis ve tedavi amaciyla gesitli radyoniiklidler

ile radyoisaretlenmesi son yillarda 6nem kazanmaktadir.

Reddy ve arkadaglar tarafindan yapilan ¢alismada bir antikanser ajan olan
etoposide  yiiklii SLN’ ler sentezlenerek yiiksek verimle %MTc ile
radyoisaretlenmistir. Biyodagilim calismasi sonucu etoposide yiiklii SLN’ lerin
beyin ve kemikteki tutulumun serbest haldeki etoposide tutulumundan daha
yiikksek seviyelerde oldugu goriilmiistiir (Reddy et al., 2005). Banerjee ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan bir baska calismada paklitaksel yiiklii SLN’ ler
olusturularak % 95 verimle ®"T¢ ile radyoisaretleme calismasi yapilmustir. n
vivo ve in vitro calismalar sonucu paklitaksel yiiklii SLN’ lerin beyindeki
tutulumunun paklitaksele gore daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir (Banerjee et
al., 2014).

Enstitiimiizde radyoniiklitlerle isaretli ¢esitli nanopargaciklar olusturularak
bu yapilarin biyolojik uygulamalar ile ilgili ¢alismalar yapilmaktadir. Manyetik
nanopargaciklarla yapilan bir ¢aligmada urasil ve urasil glukuronid tiirevlerine
Iyot-125 ve Iyot-131 radyoniiklitleriyle isaretlenerek bilesiklerin tiimor
hiicrelerinin teshis ve tedavisinde hedefe yonelik olarak kullanilabilirligi
arastirilmistir (Medine, 2008).

Bir bagka ¢alismada MCF-7 hiicreleri tizerinde Tc(I) koru ile isaretli D-
Penisilamin manyetik nanoparcaciklarinin in vitro olarak biyolojik davranislari

degerlendirilmistir (Ozyiincii, 2009).

Ichedef ve ark. tarafindan bir DNA piirin baz1 olan guaninin manyetik

nanoparcaciklar1 sentezlenerek [®*MTc(CO)s]* koru ile radyoisaretlenmesi



saglanmis ve biyolojik davraniglar1 in vivo ve in vitro olarak degerlendirilmistir
(IgHedef ve ark., 2012).

Bu calismada bir antikanser ilag olan temozolomide yiiklenmis kat1 lipid
nanoparcaciklarin sentezlenerek [**™Tc(CO)s]* koru ile radyoisaretlenmesi
saglanmistir. Temozolomide yiiklii radyoisaretli kati lipid nanopargaciklarin

biyolojik davraniglarinin hiicre diizeyinde incelenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Radyofarmasdotikler

Radyofarmasotikler, niikleer tipta hastaliklarin teshis ve tedavisinde hedefe
yonelik radyoizleyici olarak kullanilan ve farmakolojik etkisi bulunmayan
bilesiklerdir. Radyofarmasotikler, radyontiklid ve farmasotik olmak iizere iki
farkli bilesenden meydana gelir ve hastanin en diisiik radyasyon dozunu alacagi
sekilde tasarlanir.

Radyontiklid, yayinladig1 radyasyonla viicut digindan goriintiilenebilen veya
hedeflendigi organi tedavi eden bilesendir. Farmasotik ise radyoniiklidi viicut
icerisinde hedeflenen organ, doku veya bolgeye yonlendiren etken maddedir. Bir
radyofarmasétik iiretmek i¢in ilk olarak bir doku veya organa spesifik farmasotik
secilerek, amaca uygun olarak segilen farmasotige yart omrii birka¢ saniyeden
birkag¢ giine kadar degisen bir radyoniiklid baglanir. Bu isleme radyoisaretleme
denir. Radyofarmasétiklerin  biiylikk bir ¢ogunlugu teshis amaciyla
kullanilmaktadir. Radyofarmasdtik hastaya verildikten sonra radyasyon cinsine
uygun bir dedektor yardimryla dlgiiliir (De vos et al., 2005).

Radyofarmasétikler iki ana smifa ayrilir: Bunlardan birincisi, kendi
kimyasal ve fiziksel 6zelligine gore biyodagilim gosteren radyofarmasdtiklerdir.
Ikincisi ise {izerine baglanan reseptdre gore biyodagilm  gdsteren
radyofarmasotiklerdir.  Bu  smiflandirmadan  ikincisi  hedefe  yonelik
radyofarmasotikler olarak bilinmektedir (Liu and Edwards, 1999).

Hastanin en diisiik radyasyon dozunu almasi ig¢in teshis amagh
radyofarmasdtiklerin sahip olmasi gereken 6zellikler;

1- Kolay bulunabilmeli

2- Kisa etkin yar1 6mrii olmal

3- Pargacik radyasyonu yaymamali

4- vy enerjisi 100-250 keV arasinda olmali

5- Yiiksek lokalizasyon orani

6- Metabolik uygunluk

7- Hazirlama sirasinda ve kullanilirken kimyasal olarak kararli olmalidir

(Ugar, 2010).



2.2 Temozolomide

Bilindigi gibi bircok kanser tipinin tedavisinde sitotoksik ilaglar
kemoterapinin 6nemli bir kismini olusturmaktadir. Sitotoksik ilaglar, hizli bir
sekilde biiyliyen ve boliinen hiicrelere toksik sekilde etki ederek hiicre oliimiine

neden olan ya da fonksiyonunu durduran maddelerdir (Hanahan et al., 2000).

Temozolomide agresif bir beyin tiimor cinsi olan IV. derece astrositom, IV.
derece glioblastoma multiform ve cilt kanseri tedavisinde oral yolla alinan
sitotoksik bir alkilleyici ajandir. Bu ilag Cancer Research UK adina Birmingham
Universitesi'nde Malcolm Stevens ve arkadaslari tarafindan 1978’de
gelistirilmistir. ilk olarak Agustos 1999°da Amerika’da pazara sunulmustur.
Uygulandig1 kanser tipine gore verdigi terdpatik etki umut verici oldugundan
2000 yilindan itibaren tiim diinyada kullanilmaya baglanmistir (Saleem, et al.,

2003; Arney, 2013).

Temozolomide, Sekil 2.1° de gorildigi gibi pirazol-1,2,4-triazin ve
arildimetiltriazinden baslayarak bugiinkii formuna kavugmustur (Newlands et al.,
1997). Temozolomide terapétik etkisini, DNA’ nin yapisinda bulunan guanin
artiklarindaki N-7 ve O-6 gruplarinda olusturdugu metilleme/alkilleme etkisi ile
gosterir. Bu metilleme/alkilleme DNA’ da hasar olusturarak tiimorlii hiicrenin
oliimiinii tetikler (Jacinto et al., 2007). Ayrica, TMZ iizerinde yapilan laboratuvar
caligmalar1 sonucu bu ilacin farkli tipteki farmakolojik ajanlarla baglanarak

antikanser potansiyelinin artirilmasi saglanabilmektedir (Gilbert, 2006).
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Sekil 2.1 Temozolomide’ in kimyasal gelisimi (Newlands et al., 1997)

2.3 Nanoparcacik Teknolojisi

Nanoteknolojinin 6nemi giin gegtikce artmakta ve bu teknoloji ile birlikte,
atomik boyuttaki materyallerin sahip oldugu farkli 6zelliklerden yararlanilmaya
baslanmistir. Nanoyapilarin tasarimi molekiiler seviyedeki materyallerin fiziksel
ve kimyasal 6zelliklerine baglidir. Tip, miihendislik, iletisim, kimya, biyoloji ve

fizik alaninda nanoteknolojiden yararlanilmaktadir.

Nanoteknoloji tizerindeki ilgi 1970 yilinda saglik alaninda kontrolli ilag

tagima sistemlerinin gelistirilmesiyle artmistir (Joeng et al., 1999). Bu amagla, kati



lipid nanopargaciklar, manyetik nanoparcaciklar ve altin nanopargaciklar gibi
sistemler olusturulmustur. ila¢ hedefleme sistemleri ile nanopargaciklara yiiklenen
ilag, istenilen doku veya hiicre grubuna gonderilir. Ila¢ hedefleme icin bu
sistemlerin kullanilmasindaki amag, uygun dozdaki ilacin istenilen bolgeye iletimi

sirasinda saglikli hiicrelerin yan etkilerden korunmasidir(Tran et al., 2009).

Kanserin teshis ve tedavisinde kullanilan yontemin tiimdrler itizerindeki
oldiirticii etkisi yiliksek ve uygulama sirasinda saglikli hiicreler tizerindeki zarari
en az diizeyde olmalidir. Hedef hiicrelerde absorblanmanin artmasi ve tedavi
sirasinda hastalarin maruz kaldig etkilerin en diisiik seviyede olmasi igin kati
lipid nanopargaciklarin ilag tagiyici sistemler arasinda onemli bir yeri vardir

(Venkateswarlu et al., 2004).

2.3.1 Kati lipid nanoparcaciklar

Kat1 lipid nanoparcaciklar (SLN), emiilsiyonlar, lipozomlar ve polimerik
mikropartikiiller gibi geleneksel kolloid tasiyici sistemlere alternatif olarak 1991
yilinda iretilmisglerdir (Shwarz et al., 1994). Kati lipid nanopargaciklar oda ve
viicut sicakliginda kat1 halde bulunurlar ve boyutlar1 50-1000 nm arasinda degisir.
Diisiik toksisite, gelistirilmis biyoyararlilik ve fiziksel stabilite, kontrollii etkin
madde salimi, hazirlama sirasinda organik ¢6ziicli kullanilmamas1 ve endiistriyel
Ol¢cekte tliretim gibi avantajlara sahiptir. Son yapilan g¢aligmalarda hakim olan
genel akim, kati lipid nanopargaciklara pegilasyon, spesifik hiicre hedefleme, pH-
duyarliligi, manyetik nanopartikiil veya goriintiileme ajami yiikleme gibi ek

ozellikler kazandirmak tizerinedir (Shwarz, 1999; Wissing et al., 2004).

SLN’ ler en genel tanimiyla emiilgatorler, kat1 lipidler ve sudan
olusmaktadir. Emiilgatorler, lipid dispersiyonu stabilize etmek i¢in kullanilirlar.
Yiiklerine ve molekiil agirliklarina gore biitiin emiilgator tipleri kullanilabilir.
Bununla birlikte, emiilgatér secimi uygulama sekline baghdir ve parenteral
uygulamalar i¢in kullanilan emiilgatorler oldukga simirhidir.  Lesitinler,
poloksamerler, etoksillenmis monogliseridler ve polisorbatlar bunlara 6rnek

olarak verilebilir. Lipid yapisi i¢in, yag asitleri (stearik asit vb.), steroidler



(kolesterol vb.) trigliseridler (tristearin vb.), kismi gliseridler (Imwitor vb.), ve

mumlar (setil palmitat vb.) kullanilmaktadir (Mehnert et al., 2001).

SLN’ ler lipozomlar ve diger kati nanoparcaciklarin avantajlarinin

birlesimini icermektedir. Lipozomlar gibi diisiik toksisiteye sahiptirler, organik

cozelti kalintilar1 icermezler ve kolay hazirlanabilirler. Bununla birlikte, diger

tipteki kati nanopargaciklar gibi kontrollii etkin madde salimi ve kimyasal

bozunmaya kars1 dayanikhidirlar (Hu et al., 2002; Bummer, 2004).
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Sekil 2.2 Lipozom, polimerik nanopargacik, altin nanopargacik ve SLN’ lerin yapist

SLN’ lerin avantajlari su sekilde siralanabilir (Numanoglu vd., 2006;

Cavalli et al., 1997):

Fizyolojik bilesiklerle hazirlandiklarindan sitotoksisiteleri ¢ok diisiiktiir.

Koloidal yapidadirlar.



Uzun siire stabil kalabilirler ve dondurarak ya da liyofilizasyon yontemiyle
saklanabilirler.

Otoklav veya gama 1ginlariyla sterilize edilebilirler.

Uretimleri sirasinda organik ¢oziicii kullanilmadigi icin son {iriinde
organik kalint1 igermezler.

Yiizey modifikasyonu sayesinde istenen organ veya dokuya hedefleme
yapilabilir.

Yiiklenen ilacin kontrollii ve etkin salinimi saglanabilir.
Endiistriyel olarak iiretim yapilabildiginden ekonomik acidan uygundurlar.

SLN’ lerin bir¢ok avantajinin yaninda dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Bu

dejavantajlar su sekilde siralanabilir:

Saklama sirasinda olusan polimorfik gecisler sebebiyle yiiklenen ilag
salinimi gergeklesebilir.

Su igerikleri yiiksek seviyededir.

Diistik ilag yiikleme kapasitesine sahiptirler.

Ortamda farkli kolloidal yapilar da bulunabilir.

SLN’ ler i¢in farkli hazirlanma yontemleri bulunmaktadir. Bu yontemler, 4

ana baglik altinda toplanabilir (Wissing et al., 2004; Mehnert et al., 2001;
Miiller et al., 2000):

1. Yiiksek hizda karistirma ve ultrasonikasyon yontemi

2. Mikroemiilsiyon yontemi

3. (Coziicli emiilsifikasyon veya ¢oziicii diflizyon yontemi

4. Yiiksek basingta homojenizasyon yontemi
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A. Soguk homojenizasyon

B. Sicak Homojenizasyon

SLN’ lerin firetimi sirasinda kullanilan yontemlerden yiiksek hizda
karistirma ve ultrasonikasyon yontemi yaygin olarak kullanilmaktadir. Hou ve
arkadaglar1 tarafindan 2003 yilinda gelistirilmistir. Bu yontem ig¢in, sentez
sirasinda sadece yiikksek hizda karistirma ya da sadece ultrasonikasyon
kullanilabilir iken bunlardan her ikisi de uygulanabilir. SLN’ lerin sentezlenmesi
icin kullanilacak yag asitleri ve ila¢g uygun bir solventte ¢oziiniir. Daha sonra
yilksek hizda karistirma ve/veya ultrasonikasyon uygulanarak SLN’ ler
olusturulur. Bu yontem ¢ok vyaygin olarak kullanilmaktadir. Homojen
parcaciklarin elde edilmesine olanak saglamasi ve organik c¢dziiciiye ihtiyag

olmamasi nedeniyle etkin bir yontemdir (Hou et al., 2003)

2.4 Teknesyum-99m(*°™Tc)

Teknesyum ilk olarak, 1937 yilinda Prierre ve Segre tarafindan siklotronda
molibdenin doteryumla bombardiman edilmesi sonucu kesfedilmis glimiis gri
renkte yapay bir elementtir. Periyodik cetvelin VIIB grubunda yer alan 43 atom
numarali teknesyumun erime sicakligi 2160°C’ dir. Teknesyum -1’ den +7’ye
kadar 8 yiikseltgenme basamagina sahiptir ve bu ylikseltgenme basamaklarinin
stabilitesi teknesyuma baglanan ligandlarin 6zelliklerine bagli olarak degisir.
Kimyasal oOzellikleri ayni grupta bulunan renyum ile benzer o6zellikler

gostermektedir (Senisik, 2014).

Yiikseltgenme basamaklarindan +4 ve +7 en kararli olanlanidir ve +7
yiikseltgenme basamaginda dondr ligandlarla veya selatlarla kompleks
olusturamayan sodyum perteknetatin daha diisiikk oksidasyon basamaklarina
indirgenmesi igin kalay kloriir, kalay sitrat, kalay tartarat, konsantre HCI, ditionit,

demir siilfat gibi ajanlar kullanilir (Maina et al., 1994).
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Teknesyumun tiim izotoplar1 radyoaktiftir. Niikleer tipta en ¢ok kullanilan
radyoizotopu %®MTc, 140 keV’ lik gama enerjisine ve 6,02 saatlik yaridmre
sahiptir. Kisa yarndmrii ve uygun gama enerjisi sebebiyle sintigrafik
goriintiilemeler i¢in ideal bir reziilasyona sahiptir. **™Tc, sodyum perteknetat
(Na®™TcO4) formunda %*Mo/**™Tc jeneratoriinden steril ve apirojen olarak
kolaylikla elde edilmektedir. **™Tc’ in bu 6zellikleri klinik calismalarda yaygin

olarak kullanilmasina olanak saglar (Dewanjee, 1990, Alfassi et al., 2005).

Alberto ve arkadaglar1 tarafindan 1998 yilinda, jeneratérde elde edilen
sodyum perteknetat (Na*®™TcOs) formundaki bilesige, sodyum borhidriir
(NaBHa) indirgeyici ajan1 yardimiyla 1 atm basing altinda CO gazi ve sicaklik
uygulayarak [Tc(CO)3(H20)3]* kompleksi sentezlenmistir. Elde edilen
kompleksteki su molekiillerinin bifonksiyonel ligandlarla yer degistirmesi sonucu
kompleksin ~ diger molekiillere  baglanmast  saglanmistir.  Laboratuvar
calismalarinda  [**™Tc(CO)s]* korunun kullanilmasi, yiiksek spesifik aktivitede
kompleksler olusturulmasina olanak saglamistir (Alberto et al., 1999; Schibli and
Schubiger, 2002; I¢hedef, 2010).

2.5 Teknesyum Radyofarmasoétiklerinde Kullamlan Kalite

Kontrol Yontemleri

2.5.1 ince tabaka kromatografisi (TLC)

Kromatografi, bir karisim igerisinde analiz edilecek bilesenlerin birbirinden
ayrilmas1 veya saflagtirilmast i¢in biri sabit digeri hareketli faz olmak iizere

kullanilan yontemlere verilen genel bir isimlendirmedir (Dekker and Jonsson,

1987)

Ince tabaka kromatografisi (TLC), ¢ok sik kullanilan bir ydntem olup, kati-
stvi adsorbsiyonuna dayanan bir kromatografi tiiriidiir. Sabit faz olarak, TLC
plakalar kullanilir ve bu plakalar destek maddesi (aliiminyum, plastik, cam gibi)
lizerine bir adsorbanin (seliiloz, silikajel ve aliiminyum oksit gibi maddeler)
kaplanmasiyla olusturulmustur. Hareketli faz olarak, hekzan, kloroform, n-

biitanol, aseton, asetonitril, dietil eter, izopropil alkol gibi organik sivilar



12

kullanilir. Bu yontemde, sabit fazin adsorban tabakasi iizerine, mikrolitre (uL)
diizeyinde uygulanan madde, kilcallik etkisi ile hareketli faz yardimiyla asagidan
yukar1 dogru ilerler. Daha 6nceden TLC tabakalarinin alt bolgesine damlatilan
karisim hareketli faz olarak kullanilan ¢dziicii yardimiyla farkli hizlarda yukari
taginir. Bu sayede ayirim gergeklestirilmis olur. Coziiciliniin ilerledigi seviye, TLC
plakalar iizerinde istenilen mesafeye ulastiktan sonra, plakalar ¢oziictiden ¢ikarilir

ve ilerledigi uzaklik 6l¢iiliir (Fair and Kormos, 2006; Senocak, 2010).

TLC tabakalar iizerine uygulanan her bir bilesenin taginim mesafesi R
(relative front) degeriyle ifade edilir. Rf degeri, radyokimyasal bilesenin ilerledigi
uzakligin ¢oziiciiniin ilerledigi uzakliga orani ile bulunur. Bu deger; her madde
icin sabit ve hareketli fazlara bagli olarak ayirt edici bir oOzelliktir ve

radyofarmasotigin radyokimyasal safliginin hesaplanmasi acisindan énemlidir.

2.5.2 Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) yontemi, i¢leri sabit fazi
olusturan kati pargaciklarla dolu kolonlara basing uygulanmasi ile kolona verilen
ornek maddenin bilesenlerinin kolonda alikonma siirelerinin (Ry) belirlenmesi
ilkesine dayanir. HPLC yontemi ile saflagtirma, bilesen ayirma ve tanimlama
analizleri yapilabilmektedir. HPLC cihazlar1 genel olarak; numune enjeksiyon
sistemi, hareketli faz kaplari, pompa sistemleri, yiiksek sivi kromatografi kolonlart

ve dedektor kisimlarindan olusur (Bieri et al., 1979).

HPLC yonteminde, normal faz (NP), ters faz (RP), ters faz iyon cifti (IP),
Iyon degisim (IC) gibi ayirma teknikleri vardir. Bunlardan en sik ters faz (RP)
teknigi kullanilir ve bu yontemde kolon apolar mobil faz polardir. Ayrica, C18,
C8, C4, phenyl, TMS, Cyano kolonlar1 kullanilmaktadir. HPLC uygulamalarinda
kullanilan kolonlar daha ¢ok 30-300 mm uzunlugunda yaklasik 3-5 mm i¢ ¢apinda
metalik boru seklindedirler. I¢ yiizeyleri degisik 6zelliklerde kaplama materyalleri
ile modifiye edilere analizi yapilacak madde gruplar1 i¢in uygun hale getirilebilir.
Mobil fazin se¢imi sirasinda analizi yapilacak oOrnek madde o&zellikleri,
kullanilacak sabit faz ve HPLC sisteminde kullanilan dedektorlerin 6zellikleri

dikkate alinir (Yurt, 2007).
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2.6 Nanoparcaciklarin Karakterizasyonu

2.6.1 Taramah elektron mikroskobu (SEM, scanning electron

microscope)

Taramal1 elektron mikroskobu 1935 yilinda Max Knoll tarafindan
tasarlanmig ve 1965 yilinda ilk kez ticari olarak iiretilmistir. SEM cihaz ile,
vakum ortaminda olusturulan ve ayni ortamda elektromanyetik lenslerle inceltilen
elektron demeti ile yiiksek c¢oziiniirliikte resim olusturulur. Bu sayede analizi
yapilacak olan madde i¢in ylizey resmi olusturularak incelenmesi saglanir

(Horisberger and Rosset, 1977).

Elektron demeti

—

<«— Elektron tabancasi
3
A\

AT
TS, +—— Yodunlastirma lensi
TV ekrani

Anot

Gerisagilim elektron
dedektoru

Ikincil elektron dedektsru
Numune platformu —» Numune

Sekil 2.3 SEM cihazinin sematik yapisi (www.purdue.edu/ehps/rem/rs/sem.htm)

SEM’ de yiiksek c¢oziiniirliikte goriintiiniin  olusturulabilmesi igin
incelenmek istenen madde iizerine elektron demeti gonderilir ve bu maddeyi
olusturan atomlar ile elektron arasinda gesitli etkilesmeler olusur. Bu etkilesmeler
ikincil elektronlar, karakteristik x-1sinlar1 ve geri sagilan elektronlardir. Bunlarin
dedektorler tarafindan tespit edilmesi ile elde edilen veriler sonucu goriintii

olusturulur (Nation, 1983).
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2.6.2 Parcacik boyutu ve zeta potansiyeli 6l¢iim cihazi

Zeta potansiyel, tanecikler arasindaki itme veya c¢ekme degerinin
oOlgiilmesidir. Zeta potansiyel 6l¢glimii dagilma mekanizmalari ile ilgili bilgi verir
ve elektrostatik dagilma kontrolii i¢in 6nemli rol oynar. Belli bir yiikteki tanecik,
stispansiyon igerisindeki karsi yiikteki iyonlar1 ¢ekerek yiiklii tanecigin yiizeyinde
giicli bir bag yiizeyi olusturur. Daha sonra da yiiklii tanecigin yiizeyinden disa
dogru yayilan bir yiizey olusur. Yayilan bu yiizey igerisinde "kayma yiizeyi"
olarak adlandirilan bir smnir bulunur. Yiiklii tanecik ve etrafinda bulunan iyonlarin
kayma ylizeyine kadar olan kismi tek bir parcacik olarak hareket eder. Bu kayma
yiizeyinde bulunan potansiyel zeta potansiyeli olarak isimlendirilir. Tanecigin
yiizey yapisindan ve de i¢inde bulundugu sivinin igeriginden etkilenir.
Taneciklerin polar sivilar igerisindeki davranislarini ylizeylerindeki elektrik yiikii

degil, zeta potansiyel degerleri belirler (Orta Dogu Teknik Universitesi, 2014).

Zeta potansiyeli 6l¢lim cihazi hem boyut hem de potansiyel dl¢limiiniin
yapilabildigi 6l¢iim hiicresine ve avalange tipinde yiiksek hassasiyetli bir foto-
diyot detektore sahiptir. Cihaz, partikiil boyutu ve zeta potansiyeli 6lgimlerini
farkli konsantrasyonlarda yapabilmek igin lazer 1s1ginin numune ig¢inden
gecmeden direkt olarak numune hiicresinin kenarindan &rnekleme yapabilen

dinamik 151k sa¢ilim1 (dynamic light scattering) (DLS) teknigini kullanir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Kullamilan Cihaz ve Kimyasallar

3.1.1 Kullanilan kimyasallar

Temozolomide (Sigma-Aldrich Co.)

Stearik asit (Sigma-Aldrich Co.)

Lesitin (Sigma-Aldrich Co.)

Sodyum borhidriir (Sigma-Aldrich Co.)

Sodyum karbonat (Sigma-Aldrich Co.)
Sodyum/Potasyum Tartarat (Sigma-Aldrich Co.)

U87-MG (insan glioblastoma-astrocytoma) (American Type Culture
Collection (Rockville, MD, ABD)

Daoy (insan medulloblastoma) (American Type Culture Collection,
Rockville, MD, ABD)

Min. Essential Medium (Mem Eagle) (Lonza)
L-Glutamine (Lonza)

Essential amino acid (Lonza)

Sodyum priivat (Lonza)

Fetal bovine serum (Biowest)
Penisilin/streptomisin (Lonza)

Tripan mavisi (Bio.Ind.)

PBS (Amresco)

Tripsin EDTA (Lonza)
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Cell Counting Kit-8 (WST-8) (Sigma Aldrich)

BCA (bicinchoninic acid) Protein Assay kit (Thermo Scientific Pierce)
Etanol (Merck Co.)

Metanol (Merck Co.)

Asetonitril (Merck Co.)

Argon Gazi (HABAS, Sinai ve Tibbi Gazlar Istihsal Endiistrisi A.S.)

Karbonmonoksit Gazi(HABAS, Sinai ve Tibbi Gazlar Istihsal Endiistrisi
AS)

Serum Fizyolojik (%0,9 NaCl)(Eczacibasi-Baxter H.U.San. ve Tic. A.S)
Aseton (Merck Co.)
3.1.2 Kullanilan cihazlar

Malvern Zetasizer Nano ZS cihazi (E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii,

Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalr)

SEM (Scanning Electron Microscopy) (Phillips XL-30 S FEG)
(IzmirYiiksek Teknoloji Enstitiisii)

RAD-501 Cd(Te) tek kanalli gama sayim sistemi (E.U. Niikleer Bilimler
Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

RadyoTLC (Bioscan AR2000, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer
Uygulamalar Anabilim Dal1)

HPLC Shimadzu (LC-10Atvp quaterner pompali, SPD-10AV UV
dedektorlii, FRC-10A fraksiyonlama kollektorii) (E.U. Niikleer Bilimler
Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalr)

Milipor (Milli-Q Gradient A-10) (E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii)

Liyofilizasyon Cihazt (E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer
Uygulamalar Anabilim Dal1)
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e Multimode Mikroplaka Okuyucu (Thermo Varioscan Flash) (Ege
Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim

Dali)

e Laminar Flow Kabin (Thermo) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler

Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

e CO2 inkiibatorii (Sanyo) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali)

e Sogutmali Santrifiij (Hettich) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler
Enstitlisti, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

e Isik mikroskobu (Olympus) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali)

e Inverted mikroskop (Leica) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii,

Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalr)

e Sivi azot tanki (Thermo Scientific) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler

Enstitiisti, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

e Otoklav (Hirayama) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii,

Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali)

e Su banyosu (Memmert) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii,

Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali)

3.2 Temozolomide Yiiklii Kati Lipid Nanoparc¢aciklarin (TMZ-

SLN) Sentezlenmesi

1 mg temozolomide 1 M 1 mL hidroklorik asit iginde ¢oziildiikten sonra
bunun 250 uL’si alindi ve 2,5 mL aseton igeren 5 mg lesitin ve 40 mg stearik asit
ile karistirildi. Karigim 15 dakika boyunca ultrasonik banyoda tutulduktan sonra
tizerine 25 mL %0.8’ lik Poloxamer-188 eklenerek 60 dakika boyunca 1400 rpm’
de karistirildi. Karisim buzlu su banyosuna aktarilarak SLN olugmasi i¢in 4 saat
stiresince 1400 rpm’ de Karistirilmaya devam edildi. Elde edilen temozolomide

yiikli kat1 lipid nanopartikiiller 10.000 rpm’de 1 saat boyunca santrifiijlenmesi
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sagland1. Ust faz uzaklastirilarak 25 mL % 0.8 lik Poloxamer-188 eklendi. Bu
sayede ¢ozelti icerisinde bulunan serbest haldeki temozolomide uzaklastirilmis

oldu. Uzun siireli saklama i¢in +4°C’ de tutuldu (Huang et al., 2008).
3.3 TMZ-SLN’ lerin ilac¢ Iceriginin Tayin Edilmesi

Bolim 3.2° deki yontemle hazirlanan TMZ-SLN’ lere yiiklenen TMZ
miktar1 yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) kullanilarak hesaplandi.
300 pug/500 pL, 250 pug/500 pL, 50 ug/500 uL, 25 pg/ 500 uL ve 5 pg/ 500 uL
konsantrasyonlarina sahip TMZ ornekleri hazirlandi ve HPLC cihazina verildi.
Mobil faz olarak % 0,1 asetik asit-asetonitril (90:10, v:v) kullanild1 ve 240 nm’ lik
dalga boyu secildi (Kim et al., 2001). Bu yontem kullanilarak TMZ i¢in

kalibrasyon egrisi olusturuldu.

Su igerisinde dagilmig olan TMZ-SLN’ ler 10.000 rpm’de 30 dakika
boyunca santrifiijlenerek elde edilen alt faz 500 pL 1M HCI igerisinde dagitilarak
HPLC’ ye verildi. Mobil faz ve dalga boyu i¢in Kim ve arkadaslar1 tarafindan
kullanilan yontem kullanildi (Kim et al., 2001). Bu sayede, alt fazda bulunan
TMZ miktar1 hesaplandi.

3.4 Parcacik Karakterizasyonu
3.4.1 SEM analizi

TMZ-SLN’ lerin boyut ve sekillerinin belirlenmesi igin Izmir Yiiksek
Teknoloji Enstitiisiinde Phillips XL-30 S FEG cihazt kullanilarak SEM
goriintiileri alindi. TMZ-SLN’ lerin 500 pL’ si 10.000 rpm’ de 1 saat
santrifiijlenerek st faz wuzaklastirildi. Alt faz 500 pL metanol igerisinde
dagitilarak bu siispansiyondan mikropipet ile alinan 6rnek SEM cihazina ait ¢elik
plaka tizerine damlatildi. Celik plaka tlizerindeki ¢6zgenin ugmasi i¢in 5 dakika

beklendikten sonra kuruyan 6rnegin SEM goriintiileri alindu.
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3.4.2 Zeta potansiyeli ve boyut analizi

TMZ-SLN’ lerin zeta potansiyel ve boyut analizi enstitiimiizde bulunan
Malvern Zetasizer Nano ZS cihazi kullanilarak yapildi. Béliim 3.2° de anlatilan
yontemle sentezlenen TMZ-SLN’ den 200 pL alinarak ultra saf su ile 1 mL’ ye
tamamlandi ve 30 dakika siireyle ultrasonik banyoda bekletildi. Daha sonra,
Ornegin tamami zeta potansiyel ve boyut cihazina ait kiivete konularak DLS

yontemiyle zeta potansiyel ve boyut analizi yapildi.
3.5 [®*™T¢(CO)3]* Korunun Hazirlanmasi ve Radyoisaretlenmesi
3.5.1 [®™T¢(CO)3]* korunun hazirlanmasi

[**™T¢(CO)s]* koru literatiirdeki metot kullanilarak hazirlandi (Alberto et
al.,1998). 4mg Na>COs, 5.5 mg NaBH4 ve 20 mg tartarat deney tiipiine konularak
5 dakika boyunca argon gazi gegirildi. Daha sonra, 15 dakika CO gaz1 gegirilerek
yaklasik 15 mCi aktiviteye sahip ImL [**™TcQ4]" eklendi. Kat1 1siticida 30 dakika
siiresince 90°C” de 1sitildi. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra buzlu su
banyosuna konularak sogumaya birakildi. Oda sicakligina geldikten sonra
yaklasik 200 uL. 1 M HCL:PBS (3:1) c¢ozeltisi ile pH 7’ ye getirildi. Elde edilen
[**™T¢(CO)s]* korunun kalite kontrolii igin HPLRC ve TLRC analizleri yapildi.

_ [ oH, |+
0.9%9% NaCI | OH
- NaBH,, Na,CO; oCy,, | T2

M

1 atm CO / | \OH

30 dak. 90°C oC 2
co

Sekil 3.1 [®™T¢(CO)s]* korunun olusturulmasi semasi
3.5.2 Temozolomide’ in [**"T¢c(CO)s]* koru ile isaretlenmesi

1 mg temozolomide 500 uL. DMSO igerisinde ¢ozdiiriiliip S0 pL’ si alindi
ve pH kontrolii yapilarak pH 7 oldugu goézlemlendi. Bu sekilde yaklasik 1mCi
[**™Tc(CO)s]* koru ile isaretlendi. Kati 1sitic1 kullanilarak 90°C’de 30 dakika



20

boyunca 1sitildi. Daha sonra kisa bir siire sogumaya birakildi. [¥"Tc¢(CO)s]* koru
ile isaretli TMZ’ nin kalite kontrolii i¢in TLRC ve HPLRC analizleri yapildi.

3.5.3 Kati lipid nanopar¢aciklarin [®™Tc¢(CO)s]* koru ile
isaretlenmesi

[saretleme igin, elde edilen temozolomide yiikli kat1 lipid
nanopartikiillerden 500 pL alinarak pH kontrolii yapildi. Yaklasik olarak pH 7
oldugu gdzlemlendi. Boliim 3.5.1° de verilen metot kullanilarak [*™Tc(CO)s]*
koru hazirlandi. 500 pL’ lik TMZ-SLN yaklasik 1 mCi aktiviteye sahip
[**™T¢(CO)s]* koru ile isaretlendi. Kuru 1siticida 60 dakika siireyle 80°C° de
1s1t1ld1. Daha sonra sogumaya birakildi. [*™Tc¢(CO)s]* koru ile isaretli TMZ-SLN’
nin kalite kontrolii TLRC ve HPLRC analizleri ile yapildi.

3.6 Kalite Kontrol Cahsmalarinda Kullamlan Yontemler
3.6.1 Ince tabaka radyo kromatografi (TLRC) calismalar

Bu ¢aligma i¢in 1,2x10 cm’ lik parcalara ayrilmig seliiloz ve silikajel kaph
seritler kullanildi. [®MTc(CO)s]* koru ve [*®™Tc¢(CO)s]* koru ile isaretli
bilegiklerin 2 ul’ si mikropipet yardimiyla seritlere damlatildi. Caligma igin,
metanol-su (3:1), asetik asit-piridin-su (PAS) (5:3:1,5), metanol-0,1 M hidroklorik
asit (19:1), serum fizyolojik (SF) solventleri kullanildi.  Seritlerin bir siire
kurumas1 beklendikten sonra solvent dolu tanklara yerlestirildiler. Solventin
seritler lizerinde yiiriimesi beklendikten sonra tanklardan g¢ikartilarak kurumaya
birakildilar. Kuruduktan sonra olusabilecek herhangi bir kontaminasyonu
engellemek amaciyla seritlerin yiizeyi bantla kaplandi. Rf (relative front)
degerlerinin hesaplanabilmesi icin solventin yiiridiigii nokta isaretlendi ve cetvel

yardimiyla 6l¢iildii.

Seritlerin kalite kontrolii BioScan2000 cihazi yardimiyla yapilarak, Rf
degerleri ile [*®™Tc(CO)s]" koru ve [*"Tc(CO)s]* koru ile isaretli bilesiklerin

verimleri saptandi.
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3.6.2 Yiiksek performansh sivi radyo kromatografi (HPLRC)

yontemi

HPLRC g¢aligsmalart Nucleodur 100-5 C18 RP-C18 (250 x 4,6 mm 1.D.)
(Macharey - Nagel) kolonu kullanilarak tizerinde Cd(Te) kat1 hal dedektorliit RAD
501 tek kanalli analizor ve (SPD-10AV)UV-VIS dedektorii bulunan Shimadzu
LC-10Atvp cihazinda yapilmistir. Mobil faz %0,1 trifloroasetik asit (TFA)-su
(solvent A) %60, asetonitril (solvent B) %40 olacak bi¢imde ayarlandi. 240nm’
lik dalga boyu kullanildu.

Bolim 3.3.1, 3.3.2 ve 3.3.3° te verilen metot kullanilarak hazirlanan
[**™T¢(CO)s]* koru ve [®MTc(CO)s]* koru ile isaretli bilesiklerden 150° ser mCi
aktiviteye sahip ornekler alinarak viallere konuldu. 1’ er pL’ lik 6rnekler HPLRC
cihazina verilerek [®MTc(CO)s]* koru ve [*®"Tc(CO)s]* koru ile isaretli bilesiklere
ait kromatogromlar elde edildi. Bu kromatgromlar ile isaretlenme verimleri

hesaplandi.
3.7 In Vitro Cahsmalar

3.7.1 Hiicre kiiltiirii calismalari

Calismada kullanilan U87-MG (insan glioblastoma-astrocytoma) ve Daoy
(insan medulloblastoma) hiicreleri American Type Culture Collection” dan

(Rockville, MD, ABD) temin edilmistir.

U87-MG ve Daoy hiicreleri minimum essential medium (Eagle), 2 mM
glutamin, 1,5 g/L sodyum bikarbonat, 0,1 mM non-esensiyel amino asitler, 1 mM

sodyum pirtivat ve %10 fetal bovine serum (FBS)’ den olusan medyumda tiretildi.

Tim hiicreler flasklar1 %80 kaplayacak kadar iiretildikten sonra %0,25
(W/V) tripsin-EDTA soliisyonu araciligi ile flasktan ayrildilar ve calismada
kullanilmayacak olan hiicreler %10 DMSO igeren medyumlar1 i¢ine konuldu. Bu

sekilde -80°C de dondurulup, -190°C siv1 azot i¢inde stoklandi.
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3.7.2 Sitotoksisite calismasi

TMZ ve TMZ-SLN o6rneklerinin sitotoksisite calismalar1 U87-MG ve Daoy

hiicreleri tizerinde yapilmustir.

Calismada ICso (%50 Olim oranina neden olan konsantrasyon araligi)
degerleri WST-8 testi ile kolorimetrik olarak belirlendi. Hiicre siispansiyonu, 96
kuyucuklu mikroplatelerde her bir kuyucuga 10° hiicre/ml olarak hazirlandi. Her
bir kuyucuga 100 pL hiicre siispansiyonu ve kontrol disindaki kuyucuklara bes
farkl1 konsantrasyonda TMZ ve TMZ-SLN ornekleri eklendi. Negatif kontrol
olarak hiicre ve reaktif icermeyen besiyeri kullanildi. Calismada her bir parametre
ticer tekrarli olarak c¢alisildi. Hiicreler 37°C %5 CO2 ortaminda 48 saate kadar
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda her kuyucuga 10 pL WST soliisyonu eklendi
ve dort saat inkiibe edildikten sonra 450 nm dalga boyunda ve 690 nm referans
araliginda her bir kuyucugun absorbans degeri (OD), spektrofotometre
kullanilarak okundu. Negatif kontrol sifir absorbans olarak kabul edildi.

Asagidaki formiilden yararlanilarak % sitotoksisite degerleri hesaplandi.

% sitotoksisite=1- (6l¢iilen optik densite degeri / kontrol degeri) x 100
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Sekil 3.2 U87-MG ve Daoy hiicreleri lizerinde sitotoksisite ¢aligmalari

3.7.3 Hiicreler iizerindeki baglanma etkinliginin zamanla
degisiminin incelenmesi

Inkorporasyon ¢alismasinda TMZ ve TMZ-SLN’ nin insan beyin hiicre
hatlarinda tutulumlarini gézlemlemek icin Daoy ve U87 MG hiicreleri ekildi.
Hiicreler yeterli cogunluga ulastiktan sonra 24’liik plakalara konuldu. 30 pg TMZ
ve 30 pL TMZ-SLN 1,5 mCi aktiviteye sahip [*"Tc(CO)s]* koru ile isaretlendi.
Isaretli ornekler besiyer iizerine eklenerek 30 saniye boyunca vortekslendi.
Plakalarda bulunan hiicrelerin tlizerindeki besiyer 6lii hiicrelerin uzaklastirilmasi
icin atildi. Her bir kuyucuk basina 50 uCi aktiviteye sahip besiyerin 0,5 mL’si
hiicreler iizerine eklendi. Bu sayede kuyucuk basina 50 pCi [**™Tc(CO)s]* koru
ile isaretli 1 pg TMZ ve 1uL TMZ- SLN eklenmis oldu.

Baglanma etkinliginin incelenmesi i¢in, 30. dakika, 60. dakika, 120.
dakika ve 240. dakika olmak iizere 4 farkli zaman parametresi denendi. Bu siireler
boyunca hiicreler 37°C’de inkiibe edildi. Her bir kuyucuk uygun zaman

parametresine gore Cd(Te) dedektoriinde sayilarak iizerlerindeki besiyer atild1 ve
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1 kez PBS ile yikandi. Yikamanin ardindan iizerlerine, kuyucuktaki hiicrelerin
yiizeyden kalkmasini saglamak amaciyla 0,5 ml ripa tampon ¢ozeltisi konuldu. Bu
sekilde tekrar sayim alinarak tutulum saglayan hiicrelerin iizerindeki aktivite
Olciilmiis oldu.

Son olarak kuyulardaki hiicreler kazima yontemiyle yiizeyden ayrildi ve
Ripa tampon ¢ozeltisi i¢erisinde dagildi. Her bir kuyucukta bulunan Ripa tampon
¢ozeltisi mikropipet yardimiyla ependorflara konuldu. Ependorflar vortexlenerek
iclerindeki ¢ozeltilerin 25 pL’ si 96’ lik plakalara konuldu. Bu sekilde hiicre

sayisinin tespiti i¢in protein tayini yapildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Kalite Kontrol Sonuclari

4.1.1 HPLRC yontemi ile elde edilen sonuglar

Bolim 3.5.1, 3.52 ve 3.53’te anlatilan yoOntemlerle hazirlanan

[**™Tc(CO)s]* koru ve [*®°™Tc(CO)s]* koru ile isaretli TMZ ve TMZ-SLN’ ye ait

kromatogramlar asagida verilmektedir.

| [%"T¢(CO)3]*
| R=7,03

4 [®"Te(CO)e] -TMZ
/ \ | R=166
| B

|
| |
N |
N f\ /
/ //»

Sekil 4.1 [®MT¢(CO)3]* ve [**™T¢(CO)s] -TMZ’ ye ait HPLRC kromatogrami

| [®*™Tc(CO)s] -TMZ-SLN
Il RI =4,03

| A
1 | Teco))
| | Rr=103

Sekil 4.2 [*™T¢(CO)s]* ve [**™T¢(CO)s] -TMZ-SLN’ ye ait HPLRC kromatogrami

Bolim 3.6.2°de verilen yonteme gore elde edilen kromatogramda
[**™Tc(CO)s]* korunun Ridegeri 7,03 olarak elde edilmis ve hazirlanma verimi %
99,3+0,3 bulunmustur. Ayn1 yontemle elde edilen [**™Tc(CO)s]* koru ile isaretli
TMZ ve TMZ-SLN’ ye ait kromatogramlardan R: degeri sirasiyla 16,6 ve 4,03
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olarak elde edilmisti. HPLRC metodu ile radyoisaretli bilesikler ile

[*®™T¢(CO)s]* korunun ayrilmasi saglanmstir.

4.1.2 TLRC yontemi ile elde edilen sonuc¢lar

Boliim 3.5.1° de anlatilan ydéntem kullamlarak [*™Tc(CO)s]* koru
hazirlandiktan sonra Bolim 3.5.2 ve 3.5.3” teki yontemlerle radyoisaretlenmesi
yapilan TMZ ve TMZ-SLN’ nin kalite kontrolii TLRC yontemi kullanilarak
yapildi. Bu yontem igin serum fizyolojik (SF), metanol-su (3:1), asetik asit-
piridin-su (PAS) (5:3:1,5), metanol-0,1 M hidroklorik asit (19:1) banyolari ile

silika jel ve seliiloz tabakalar kullanildu.

Radyoisaretli TMZ icin kullanilan banyolarin Rf degerleri Cizelge 4.1’ de
ve kromatogramlar Sekil 4.3, 4.4, 4.5 ve 4.6’ da verilmektedir.

Gizelge 4.1 [*™Tc(CO)s]* ve [¥™T¢(CO)s] -TMZ igin Rs degerleri (n=4)

Banyo [*°MTc(CO)3]* [[*°MTc(CO)3] -TMZ
Serum fizyolojik 0,045 0,05
Metanol: HCI (19:1) 0,81 0,487

Cizelge 4.1°de goriildiigii gibi [**MTc(CO)s]* koru ile [*MTc(CO)s] - TMZ’
nin Rf degerleri birbirine ¢ok yakin degerlerde oldugundan SF banyosunda
ayirmak miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle metanol-HCI (19:1) banyosu

kullanilarak TMZ maddesinin igaretlenme verimi hesaplandi.



Sayim

Sayim

27

6000 L 1t v L b e by

5000

4000

3000

2000

1000

0 50 100 150 200
Mesafe (mm)

Sekil 4.3 SF banyosundaki [**™Tc(CO)s]* koruna ait kromatogram
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Sekil 4.4 SF banyosundaki [*™T¢(CO);] -TMZ’ ye ait kromatogram
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Sekil 4.5 Metanol: HCI banyosundaki [**™T¢(CO)s]* koruna ait kromatogram
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Sekil 4.6 Metanol: HCI banyosundaki [**™T¢(CO)s] -TMZ’ ye ait kromatogram
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Sekil 4.6 de verilen kromatogramdan [**™T¢(CO)s] - TMZ’ nin isaretlenme
verimi % 99,3+0,35 olarak hesaplandi.

Radyoisaretli TMZ-SLN i¢in kullanilan banyolarin Rt degerleri Cizelge
4.2’ de ve kromatogramlar Sekil 4.7, 4.8, 4.9 ve 4.10° da verilmektedir.

Cizelge 4.2 [*™Tc(CO)s]* ve [*¥*™Tc(CO)s] -TMZ-SLN igin R¢ degerleri (n=4)

Banyo [°"Tc(CO)3]* | [*°™Tc(CO)3] -TMZ-SLN
PAS (3:5:1,5) 0,977 0,807
Metanol: Su (3:1) 0,047 0,875

Cizelge 4.2° de goriildiigii gibi iki farkli banyo kullanildi. [*®*"Tc¢(CO)s]*
koru ve [®MT¢(CO)3]-TMZ-SLN icin PAS banyosu kullamldiginda R
degerlerinin birbirine yakin oldugu gozlemlendi. Bu nedenle radyoisaretli
bilesigin kromatogramda daha iyi ayrilabilmesi i¢in metanol: su banyosu
kullanildi. [®*™T¢(CO)s]* koru icin Rf degeri 0,047 iken radyoisaretli TMZ-SLN
icin 0,875 degerindeydi. Bu nedenle metanol: su banyosu daha ayirict sonuglar

vermektedir.
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Sekil 4.7 PAS banyosundaki [*™Tc¢(CO)s]* koruna ait kromatogram
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Sekil 4.8 PAS banyosundaki [*™T¢(CO)s] -TMZ-SLN’ ye ait kromatogram
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Sekil 4.9 Metanol: su banyosundaki [*™Tc(CO)s]* koruna ait kromatogram
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Sekil 4.10 Metanol: su banyosundaki [*™T¢(CO)s] -TMZ-SLN’ ye ait kromatogram
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Sekil 4.8 ve 4.10°daki kromatogramlar incelendiginde [®*™Tc(CO)s]* koru
ile isaretli TMZ-SLN’ nin isaretleme verimi %90,4+0,3 oldugu gézlemlendi. Bu
sekilde, yiiksek verimle radyoisaretli TMZ-SLN elde edilmis oldu.

4.2 Kat1 Lipid Nanoparc¢aciklarin Karakterizasyonu
4.2.1 SEM analizi sonuclar:
TMZ-SLN’ lerin boyut tayini ve morfolojisinin belirlenmesi i¢gin SEM

(Scanning Electron Microscope) goriintiileri Izmir Yiiksek Teknoloji

Enstitiisii’nde alindi.

< 7L

. g Cn k- P ‘ -
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Sekil 4.11 TMZ-SLN’ lerin 20.000x’ lik biiyiitmedeki SEM goriintiisii
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Sekil 4.12 TMZ-SLN” lerin 40.000x’ lik biyiitmedeki SEM goriintiileri

Kovacevic ve arkadaglarmin yapmis oldugu calismada 200 nm altinda
SLN’ ler elde edilmistir ve elde edilen SEM goériintiilerinden pargaciklarin
agregatlasarak farkli boyutlarda goriintiilenmesine neden olmustur. (Kovacevic et

al. 2014).

Bu yapilan calismada da TMZ-SLN’ lerin bir araya toplanarak
agregatlasma egiliminden otiirli parcaciklar farkli boyutlarda goriintiilenmis ve
boyutlarinin 70-200 nm arasinda degistigi gézlemlenmistir. Bu nedenle hazirlanan

nanopargaciklar i¢in elde edilen parcacik boyutlari literatiirle uyumludur.

4.2.2 Zeta potansiyeli ve boyut analizi

TMZ-SLN’lerin zeta potansiyel ve boyut analizi Ege Universitesi Niikleer
Bilimler Enstitiisii Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali’'nda Malvern Zetasizer

Nano ZS cihazi ile yapildi.
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Sekil 4.13” te zeta potansiyeline ait grafik verilmistir. Bu grafikten zeta

potansiyelinin yaklagsik olarak -30,5 mV oldugu gézlemlenmistir.

Venkateswarlu ve Manjunath tarafindan gergeklestirilen calismada zeta
potansiyel degerinin -23 ile 33 mV araliginda oldugu goriilmektedir
(Venkateswarlu and Manjunath, 2004). Kat1 lipid nanopargaciklarin
kararliliklarinin  yiiksek olmasi ve suda homojen olarak dagilimlarinin iyi
olabilmesi i¢in zeta potansiyeli degerinin -30 ve +30 mV araliginin disinda olmasi
gerekmektedir. Bu ¢alismada elde edilen zeta potansiyeli degeri sentezlenen kati
lipid nanopargaciklarin uygun kararlilikta oldugunu gostermektedir (Kovacevic et

al., 2014).

Zeta Potansiyeli Dagilimi
140000 ...................... ...................... ...................... ......................
A20000F - - , ...................... , ...................... , ......................
S 1000007 oo P TRERY N PR IR R |

Toplam Sayim
ES =] =]
(=] (=] (=]
= = =
= = =
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=100 0 100 200

Zeta Potansiyel degeri(mV)

Sekil 4.13 TMZ-SLN igin zeta potansiyeli grafigi

Hazirlanan 1ila¢g yiikli nanopargaciklarin boyutlarinin  uygun olup
olmadigin1 anlamak i¢in boyut analizi Malvern Zetasizer Nano ZS cihazi ile
yapildi. Boyut analizi i¢in elde edilen TMZ-SLN’ den yaklasik 200 pL alinarak
ultra saf su ile 1 mL’ ye tamamlandi ve 30 dakika boyunca ultrasonik banyoda

bekletildi. Bu sayede olusabilecek agregatlasmanin engellenmesi saglandi.

Sekil 4.14’ te TMZ-SLN icin verilen boyut grafiginden, elde edilen
nanoparcaciklarin boyutlarinin yaklasik olarak 120+20 nm oldugu goriilmektedir.
PdI (¢oklu dagilim indisi) degerinin de 0,357 degerinde oldugu i¢in pargacigin
boyut tayinine uygun 6zelliklere sahip oldugu anlasilmaktadir.
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Yogunluga Bagli Boyut Dagilim

Yogunluk(yiizde)

01 1 10 1000 10000

Boyut(nm)
Sekil 4.14 TMZ-SLN” lerin boyut grafigi

Schubert ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada 200 nm altinda ve
ortalama 0,250 PdI degerine sahip SLN’ ler elde etmislerdir (Schubert et al.
2005). Bu c¢alismada elde edilen sonuglar ile bizim g¢alismamizda elde edilen
sonuclar benzerlik gdstermektedir. Pdl degerinin farklilik gdstermesi karistirma

hiz, sicaklik ve basing gibi etkiler nedeniyle olusmaktadir.
4.3 TMZ-SLN’ lere Yiiklenen ila¢ Miktar1 Sonuclar

300 pg/500 pL, 250 ng/500 pL, 50 pg/500 pL, 25 pg/ 500 pL ve 5 pg/
500 pL konsantrasyonlarda hazirlanan TMZ 6rneklerinden elde edilen HPLC
kromatogramlar1 lizerinde TMZ piklerinin kapladig1 alanlar hesaplandi. Bunun

sonucunda piklerin kapladigi alan bagina TMZ miktarinin kalibrasyon egrisi

cizildi.

Sekil 4.15° te goriildiigii gibi ¢izilen kalibrasyon egrisinden R? degerinin
0,9452 oldugu goriilmektedir. Elde edilen y=405795x-145021 denkleminden
yiiklenen ila¢ miktarinin 1 mg’ ik TMZ-SLN basina 26,7 pg TMZ oldugu

saptandi.

C al C"‘ee
EE = el —iree o 100%
Ctotaf
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Yukarida belirtilen denklemden yola ¢ikarak TMZ-SLN’ lerin ilag
yiikleme oran1 % 49,25 olarak elde edildi.

3500000

p y =405795x- 145021
3000000 ’ R? = 0,9452
2500000 -

2000000 A

1500000

Piklerin kapladigi alan

1000000 L

500000 4 /-"

Temozolomide miktari (ug)

Sekil 4.15 TMZ’ ye ait kalibrasyon egrisi

Huang ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada TMZ-SLN’ ler i¢in ilag
yiikleme orani1 % 58,9 olarak elde edilmistir (Huang et al., 2008). Karistirma hizi,
karigtirma zamani ve kullanilan ila¢ miktar1 gibi faktorler ilag hapsetme oranini

etkilemektedir.

4.4 Hiicre Kiiltiirii Calismalarinin Sonuclari
4.4.1 Sitotoksisite sonugclari

TMZ ve TMZ-SLN’ lerin farkli konsantrasyonlar1 kullanilarak U87 MG
ve Daoy hiicre hatlar1 iizerinde sitotoksisite ¢calismasi gergeklestirildi. Sekil 4.16°
da 24. ve 48. saatler i¢in % canlilik degerleri verilmektedir. Bu degerlerden TMZ-
SLN i¢in belirgin bir sitotoksik etki goriilmezken, TMZ’ nin 48. saati i¢cin %
canlilikta belirgin diislisler yasanmaktadir. Elde edilen grafikten TMZ igin en
yiiksek sitotoksik etkinin 100 pg/ml konsantrasyonunda oldugu gézlenmektedir.
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™Z | TMZ-SLN
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Sekil 4.16 U87-MG ve Daoy hiicre hatlar1 iizerinde TMZ ve TMZ-SLN’ nin farkli

konsantrasyon ve zamana bagli % canlilik degerleri

Cizelge 4.3 bize iki farkli hiicre hattinda TMZ’ ye ait ICso degerini
vermektedir. ki hiicre hatt1 icin de 48. saatte elde edilen ICso degerleri diisiik

seviyelerde oldugundan canli i¢in belirgin bir toksik etki gostermemektedir

Cizelge 4.3 TMZ’ ye ait 1Cso degerleri

TMZ ICsp
48.saat
u87-MG Daoy
ug/ml 242,00 97,68
uM 1241,00 501,00

Zhou ve arkadaslar tarafindan yapilan deneyde Daoy hiicre hattinin TMZ
icin ICsp degeri 452,12 uM olarak bulunmustur (Zhou et al. 2011). Ferretti ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada U87-MG hiicre hattinin TMZ i¢in ICso
degeri 864,1+40,9 uM olarak elde edilmistir (Ferretti et al. 2013). Martins ve
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arkadaslar1 tarafindan yapilan deneyde ise U87-MG dahil farkli hiicre hatlari
tizerinde SLN’ ler i¢in sitotoksik etkinin olmadig1 gézlemlenmistir (Martins et al.

2012).

4.4.2 Hiicreler iizerindeki baglanma etkinliginin zamanla

degisimi sonuclari

TMZ ve TMZ-SLN i¢in U87-MG ve Daoy hiicre hatlar1 {izerinde
baglanma etkinliginin zamanla degisimi incelenmistir. Cizelge 4.4 ve 4.5
incelendiginde iki hiicre hatt1 icin de TMZ-SLN iizerindeki baglanmanin TMZ’ ye
gore daha yiiksek seviyede oldugu ve zamana bagl olarak tutulum degerinin

arttig1 gozlemlenmistir.

240. dakika sonunda radyoisaretli TMZ ve TMZ-SLN i¢in U87-MG hiicre
hattindaki % baglanma sirasiyla 16,30+0,70 ve 33,36+3,77 iken Daoy hiicre
hattindaki % baglanma sirasiyla 14,06+£3,17 ve 27,4+3,88 degerlerindedir.
Radyoisaretli TMZ ve TMZ-SLN’ nin U87-MG hiicre hattindaki baglanma
veriminin Daoy hiicre hattindaki baglanma veriminden daha yiiksek seviyelerde
oldugu goriilmektedir. Bunun yanisira, iki hiicre hatt1 igin de [**™Tc(CO)s]*
korunun baglanma verimi ¢ok diisiik seviyelerdedir ve zamanla degismemektedir.
240. dakika sonunda U87-MG hiicre hatti i¢in % baglanma  1,78+0,32
degerindeyken, Daoy hiicre hatti i¢in 1,76+0,96 degerindedir.



Cizelge 4.4 U87-MG hiicre hattina ait % baglanma degerleri

% Baglanma
us87-MG
T™MZ TMZ-SLN [ Tc(CO)s]*
30. dakika 10,47+1,18 15,50+3,30 1,81+£0,61
60. dakika 11,67+3,43 20,33+0,18 1,69+0,94
120. dakika 15,81+1,74 29,13+3,12 1,94+0,85
240. dakika 16,30+0,70 33,36+3,77 1,78+0,32
Cizelge 4.5 Daoy hiicre hattina ait % baglanma degerleri
% Baglanma
Daoy
T™MZ TMZ-SLN [**™Tc(CO)s]*
30. dakika 7,26+1,09 10,97+2,79 1,08+0,44
60. dakika 7,76+1,36 17,10+£3,26 1,69+0,17
120. dakika 12,95+2,45 20,73+1,44 1,42+0,53
240. dakika 14,06+3,17 27,4+3,88 1,76+0,96

Her iki hiicre hatt1 i¢in radyoisaretli bilesikler iizerindeki % baglanma
degerlerinin grafigi sekil 4.17° de verilmektedir. Elde edilen grafikte goriildiigii
gibi en yiiksek baglanma verimi radyoisaretli TMZ-SLN i¢in U87-MG hiicre hatti
tizerinde 240. dakikada elde edilmistir.
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Sekil 4.17 U87-MG ve Daoy hiicre hatt1 i¢in [®"T¢c(CO)3]* koru ile radyoisaretli
TMZ ve TMZ-SLN’ nin % baglanma grafigi
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5. SONUC VE ONERILER

Yapilan bu c¢alismada oncelikle antikanser bir ajan olan temozolomide
yiiklii kat1 lipid nanopargaciklar sentezlendi. Daha sonra, TMZ ve sentezlenen
TMZ-SLN’ ler [¥MTc(CO)s]* koru ile isaretlendi. Kalite kontrol calismalari
TLRC ve HPLRC metotlar1 kullanilarak belirlendi. Isaretlenme verimleri
[**™T¢(CO)3]-TMZ icin % 99,3+0,35, [®MTc(CO)s]-TMZ-SLN i¢in % 90,4+0,3
olarak hesaplandi. Bu sayede, yiiksek verimle isaretli bilesikler elde edilmistir.

TMZ-SLN’ lerin karakterizasyonu i¢in Zeta potansiyel ve boyut ile SEM
analizleri yapildi. Bu analizler sonucu 120+20 nm boyuta ve -30,5 mV’ luk zeta
potansiyeline sahip nanopargaciklarin oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bu
sonuclar uygun pargacik boyutuna ve zeta potansiyeline sahip nanoparcaciklarin

tiretildigini gostermektedir.

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalart i¢in U887 MG ve Daoy hiicre hatlar1 kullanildi.
Yapilan sitotoksisite ¢alismalari sonucu TMZ-SLN igin hiicreler tizerinde belirgin
bir toksik etki gozlenmezken, TMZ i¢cin U87 MG ve Daoy hiicre hatlar1 iizerinde
48. saatteki 1Csp degerlerinin sirasiyla 1241,00 pM ve 501,00 uM oldugu
gozlemlenmistir. Ayrica hiicreler iizerindeki baglanma etkinligi zamanla degisimi
incelendiginde iki hiicre hatt1 icin de [*"Tc(CO)s]-TMZ-SLN icin %
baglanmanin [*™T¢(CO)3]-TMZ’ ye gore daha yiiksek seviyede oldugu ve
zamana bagli olarak tutulum degerinin arttigi gozlemlenmistir. En yiiksek
baglanma verimi radyoisaretli TMZ-SLN i¢in U87-MG hiicre hatt1 iizerinde 240.
dakikada 33,3643,77 elde edilmistir.

Sonu¢ olarak, antikanser bir ilag yiiklenmis kati lipid nanoparcaciklar
sentezlenerek, [*®*"Tc(CO)s]* koru radyoisaretli bilesikler elde edilmis ve bunlarin
biyolojik davranislari in vitro olarak incelenmistir. Bu sayede, antikanser ilacin
saglikli hiicreler ftizerinde olusturdugu sitotoksik etki azaltilarak gelecekte
yapilacak olan c¢aligmalarla teshis ve tedavi amagli kullanilabilir bir

radyofarmasdtik olusturulmasina olanak saglayabilecektir.
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